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Streszczenie

Wprowadzenie. Celem pracy byto zbadanie poliasparaginianu (PAAJry jest
obiecupcym rusztowaniem do hodowli komorek. PAA porownaralginianem, ktéry jest
standardowo stosowany do przeszczepiania komdareke sty jako wzorzec.

Materiat i metody. Oceniono wptyw obu rusztowana zywotnas¢ mysich
fibroblastow 3T3in vitro. Myszom C57B1 wstrzykaio podskdérnie alginian lub PAA
zawierajce komorki 3T3 oraz bez komoérek. Po dwoch msih pobrano wycinki z
miejsc, gdzie wstrzyknto polimery. Zbadano aktywié katepsyny D oraz poziom-
antytrypsyny.

Wyniki. Zywotnos¢ komdrek in vitro byta najnisza w przypadku stosowania
podiaza PAA, najwysza z& w grupie kontrolnej. Zaobserwowano wzrost poziomu
aktywnaici enzymOw po wszczepieniu obu rusztéwawzrost ten byt mniejszy w

przypadku rusztowa obsianych komérkami. Wzrost poziomas-antytrypsyny byt



mniejszy w przypadku PAA w poréwnaniu z alginiangdbserwowano degradacpbu
rusztowa w badaniu histopatologicznym.
Whnioski. Wszczepy zbudowane z PAA ulegabiodegradacji oraz indukalj

niespecyficza odpowied zapala w porownaniu z rusztowaniem z alginianu.

Stowa kluczowe:komorki 3T3, alginian, kwas poliasparaginianowyyimieria tkankowa

WSTEP

Przezycie komorek po przeszczepieniu oraz efekt lecznizaleza od fizycznych
wiasciwosci wszczepu. Stosowany materiat powinien charaktmmg sic odpowiedm,
trwatoscia i oporem tkankowym, odpowiednio przylégdo tkanek i nie migrowaz
miejsca wszczepienia. Rusztowanie do hodowli kok@@vinno ulegé przebudowaniu
w warunkachin vivo. Przeszczepiane rusztowania indgkuajespecyficza odpowied
odporngciowa, ktora ma wplyw na przgcie komorek wewstrz wszczepu [1].
Poliasparaginian (PAA) jest nowym obiegzym rusztowaniem, ktére me by uzyte do
hodowli i przeszczepiania komoérek [2]. Powodem, kiidrego wybrano do badaPAA
jest fakt, ¥ niewiele jest doniesie dotyczacych PAA jako rusztowania do hodowli i
przeszczepiania komorek [3].

Wydaje sg, iz polimer ten hdzie mogt by wykorzystany w iaynierii tkankowe;j
w przyszigci. Celem badania byto zbadanie $davosci poliasparaginianu (PAAN vitro
i in vivo. PAA porownano z alginianem, Kktory jest standardowtosowany do

przeszczepiania komorek i ostry¢ jako wzorzec.

MATERIAL | METODY

Mysie fibroblasty 3T3 hodowano w butelkach 25 “c¢Greiner, Niemcy) w
medium, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (SignNiemcy), zawierajcej 10%
surowie; wotowa ptodows, w 37° C, w atmosferze 5% GCribroblasty byly pasawane
w momencie, gdy pokrywaty 70-80% powierzchni nadayorzy uyciu roztworu 0,1%
trypsyny i 0,02% EDTA (Sigma, Niemcy).



Doswiadczeniein vitro

Cykliczrg struktue PAA otrzymano w wyniku cieplnej polimeryzacji kwas
asparaginowego w warunkach promieniowania mikrefago. Zastosowane
promieniowanie mikrofalowe pozwolito zmniejszgzas polimeryzacji do kilku minut, a
jednoczénie zwkkszyto efektywné¢ procesu i dziki temu wyeliminowano katalizator.
Polikondensacja cyklicznego PAA zostata przeprowadzw temperaturze od 1°0 do
230C weglanu propylenu bez Kkatalizatora. Kwas fosforowystab wyty jako
rozpuszczalnik [4]. Szalki hodowlane pokryto PAA nastpujacy sposob: 0,5g PAA
rozpuszczono w 5ml 100% DMSO (roztwor podgrzanogszano do czasu rozpuszczenia
PAA, a nasipnie ochtodzono). Kala szalka Petri'ego zostata pokryta 1mm wagsak
przygotowanym roztworem. Nadmiar PAA zostat ustynia szalki pozostawiono na
tydzien celem wyschricia. 1% alginian o niskiejegtasci zestalono przy pomocy 102mM
CaCl i pokryto nim szalki hodowlane.

Fibroblasty 3T3 zostaly wysiane wegjoici 10°/25cnt na powierzchnie pokryte
odpowiednio przygotowanymi biomateriatandiywotncs¢ komorek mierzono testem z
uzyciem bkkitu trypanu po 24h hodowli na testowanych biomatach. Komorki rosace
na podtau nie zawierajcym badanych polimeréw stanowity geugontrolm. Zywotnas¢
komorek okrélono jako stosunek komoredywych do catkowitej liczby komaorek. Wyniki
przedstawiono jakarednie z odchyleniami standardowymi. ZRice medzy srednimi
poréwnano przy pomocy testu t-Studenta. Ist@instatystycza przyjeto na poziomie
p<0,05.

Ocena wszczepow z alginianu oraz PAA zawierggych komorki 3T3

Rusztowanie PAA jak i alginianowe do przeszczepi&omorek przygotowano w
sposOb opisany povigj. Do eksperymentuzyto myszy C57B1. 32 myszy éwiadczalne
podzielono na 4 réwne grupy. Grupa kontrolna zaat@e6 myszy. W pierwszej grupie
doswiadczalnej wstrzykrito 1 ml PAA, zwiergtom w drugiej grupie wstrzykaio 2x10
komorek 3T3 zawieszonych w 1 ml PAA, w trzeciejgeuwstrzykngto 1 ml zestalonego

alginianu. Zwierztom w czwartej grupie wstrzykgto 2x10 komoérek 3T3 zawieszonych



w 1 ml zestalonego algininu. Zwieta w grupie kontrolnej nie otrzymatyadnego
wszczepu. Iniekcje wykonano w okolicy udowej, wyteaac pecherzyk osrednicy 0,5
cm midzy skon a misniem, tak aby byt fatwo wyczuwalny. Po 2 migsich zwierzta
uspiono przez przedawkowanie GOW czsci obejmujcej eksperymentin vivo
przestrzegano zasad opisanych w "Principles of taaboy animal care" wydanie NIH No.
80-23, 1978, jak rownieprzepiséw prawa narodowego.

Barwienie hematoksylim i eozym

Wycinki pobrano z miejsc, w ktérych uprzednio wykoo wstrzyknicie
polimeréw. Wycinki zabarwiono hematoksyin eozyrmy 1 oceniano w mikroskopie
swietlnym, wyposaonym w aparat cyfrowy (Nikon Eclipse microscope &ikion E5400

camera, Precoptic Co, Warszawa, Polska).

Pomiar aktywnosci katepsyny D i poziomuas-antytrypsny

Celem oznaczenia aktyw§m katepsyny D, od kalego zwierzcia pobrano 1mi
krwi. Aktywnos¢ katepsyny przedstawiono poréwaej do aktywnéci 10°nM
trypsyny/mg biatka/min. Poziomaz-antytrypsyny oznaczono metpdEriksson i
przedstawiono jako ik& trypsyny konieczg do zahamowania 1ml surowicy [5]. Wyniki
przedstawiono jakdrednie z odchyleniami standardowynfirednie poréwnano przy

pomocy testu t-Studenta. Istofidstatystycza przyjeto na poziomie p<0,05.

WYNIKI

W badaniuin vitro, komérki 3T3 hodowano na podio zbudowanym z PAA lub
alginianu. Wzrost komérek poréwnano do komorek gogoh na podtau z polipropylenu.
Zywotnas¢ fibroblastéw rosacych na podiou z PAA byta nisza nk na podicu z
alginianu, ale rénica ta nie byta istotna statystycznie (ryc.1). @¢spy byly widoczne w
miejscach, gdzie zostaty wstrzykte. Wszczepy zawiergje komaorki wykazywaty dobre
wiasciwosci mechaniczne. Podczas wycinania wszczepy zawagranysie fibroblasty

przylegaty do warstwy méniowej. Rozmiary zbudowanych z alginianu wszczepow



wynosity nawet okoto 5mm. Obserwowanozmice w wygladzie makroskopowym
implantéw zbudowanych z PAA i alginianu.

Wszczepy z PAA mialy przekro) do 2mm. Wszczepy tegaty dezintergarcji
podczas manipulacji w trakcie wycinania. Nie obsemano w tych przypadkach integraciji
Z warstwy miesniowki. Wihasciwosci wszczepdw zbudowanych z alginianu byly gorsze w
grupie myszy, ktére otrzymaty wszczepy bez komoémekporéwnaniu z wszczepami
obsianymi in vitro komérkami. Wszczepy te rowrieulegaly dezintegracji podczas
wycinania. Nie stwierdzano w tych przypadkach irdeg z warstwg migsniowa. Nie
obserwowano wytworzenia ,neo-tkanki” ani obegriopolimeru w przypadku, gdy
wstrzykiwano jedynie PAA bez komorek. W tych przgtkach do badania pobrano jedynie
tkanke z miejsc, gdzie wszczepiano implanty.

W badaniu histopatologicznym wycinkow barwionychmagoksylirh i eozyray
obserwowano wzrost komorek w @bie wszczepow, ktore zbudowane byly z komérek
3T3 i rusztowa z alginianu hdz PAA. Wszczepy ulegty intensywnemu przebudowaniu,
w ktorym braty udziat przeszczepione komoérki (r@a. 3]. We wszczepach zawiegaych
jedynie alginian, stwierdzano po 2-migsinym okresie obserwacji bezkomorkowe,
szkliste masy. Nie obserwowano migracji komorek meb wszczepow, nie stwierdzano
rowniez degradacji ani przebudowy biomateriatu w tych pexykach.

Zaobserwowano wzrost aktyw§w katepsyny D i jej inhibitora u zwieqtz ktorym
wszczepiono alginian jak i PAA. W przypadku wszdeefa rusztowa z PAA wzrost
poziomuay-antytrypsyny byt niszy w porownaniu do alginainu,adica ta nie byta istotna
statystycznie. Wzrost aktywbd katepsyny D byt wgszy w grupie myszy, ktérym
wszczepiono PAA w poréwnaniu z geypktérej wszczepiono alginian (p=0.01).
Zaleznosé ta dotyczyta rownierusztowa przeszczepianych bez komérek (p=0.03) (ryc.4 i
5). Aktywnas¢ katepsyny D i pozionuwi-antytrypsyny byly wysze u zwierat, ktore
otrzymaty wszczepy z alginianu w poréwnaniu do grigpntrolnej, ché réznice te nie

byly istotne statystycznie.

DYSKUSJA

Celem pracy byla ocena PAA jako rusztowaniazgdago do przeszczepiania
komorek. Trojwymiarowe matryce utatwaajvzrost i r&nicowanie s komorek. Zjawisko

to jest wywane w konstruowaniu tkankopodobnych struktur. Ww tcelu poszukuje si



nowych biozgodnych materiatow. W pierwszym etap@dno wzrosin vitro mysich
fibroblastbw 3T3 na obu testowanych rusztowaniadh.badaniu tym g@myto mysich
fibroblastow 3T3, ktére s czsto stosowane w badaniach dogmzh rusztowa
komoérkowych do celéw regeneracji [6, 7]. W badahiat vitro zaobserwowano 76z
zywotnaos¢ komérek 3T3 rosatych na rusztowaniu PAA w poréwnaniu z alginianem.
Powody tego zjawiska pozosiajiejasne. Niszazywotnas¢ komorek na podiau z PAA
moze mig zwiazek z toksycznymi czynnikami, ktore zmaty sk z rusztowaniem podczas
jego przygotowywania. Mudiwos¢ przygotowania rusztowania z PAA w soli
fizjologicznej a nie w DMSO, kymaze wptyretaby na zwekszeniezywotnasci komaorek.
Nalezy nadmient, iz 75% zywotnas¢ komorek jest akceptowalna i gwarant@éwswinna
utrzymanie si komorek wszczepu w tkankach gospodarza.

Bardzo wanym parametrem przy wyborze biomaterialu jest rgakoa
wszczepiony polimer. Gsteczki rusztowania nie powinny migrofvaw obrbie
organizmu gospodarza, &omorki gospodarza powinny n¢ienazliwos¢ migracji do
wszczepionego materiatu. Alginian jest polimereragahcym degradacji, ktory znalazt
szerokie zastosowanie w przeszczepianiu chondnagyomorek mgsniowych, wysepek
trzustkowych i wielu innych. Alginian nie by stosowany jako wzorzec w badaniach nad
nowymi biomateriatami [8-12]. W badaniu tym nie swlzono migracji komorek w
obrebie rusztowania z alginianu. Nie znaleziomadnych komérek w preparatach
wybarwionych hematoksylin i eozyry. Zjawisko braku migracji komoérek w oy
rusztowania nie bytlo opisywane w przypadku alginjaktory uwaany jest za bardzo
dobry biomateriat.

Mechaniczne wigciwosci PAA obserwowane pod koniec dadczenia byty
gorsze w porownaniu z alginianem. Wydajg g€ PAA powinien zostausieciowany tak,
aby jego degradacja zachodzita wolniej, caaatoby s¢ prawdopodobnie z lepszymi
wiasciwosciami mechanicznymi wszczepow przygotowanych z PAA.

Katepsyna D jest prote@azlokalizowan w lizosomach i bierze udziat w degradacji
macierzy zewsatrzkomaérkowej. a;-antytrypsyna jest inhibitorem wielu proteaz, w tym
katepsyny Daj-antytrypsyna i katepsyna D ghudo oceny odpowiedzi immunologicznej
w wielu chorobach degeneracyjnych, zapalnych ocany stopnia zaawansowania choréb
nowotworowych. Katepsyna D nie jest charakterystyoz markerem degradacji

rusztowa in vivo, ale w paodczeniu z ocem poziomu az-antytrypsyny daje midiwosé



oceny ogolnoustrojowej reakcji organizmu na wszamep materiat [13-15]. Wzrost
aktywnaci enzymu i jego inhibitora obserwowany w tymsaadczeniu, wskazywa
moze na zachodge procesy przebudowania rusztowania [16]. Przegizcze
rusztowanie bezkomorkowe ady zawierajce komorki, indukuje odpowied
immunologicza miejscowy jak i ogolnoustrojow. Czscia tej odpowiedzi jest
wydzielanie proteaz przez makrofagi. Procesy teywpja na przebudowanie rusztowania
jak i na przeycie komoérek na nim przeszczepionych [9, 17]. Qjatevydaje si, iz ze
wzgledu na ich funkcje katepsyna Duj-antitrypsyna mog by¢ uzyteczne jako markery,
swiadczice o przebudowaniu rusztowania w warunkachivo. Zaobserwowano wzrost
aktywnaici katepsyny D u zwiest, ktdre otrzymaly bezkomorkowy PAA jak i PAA
zawierajcy komorki; efekt ten byt stabiej wytany dla podiga z alginianu. Wzrost
aktywnaici katepsyny Diwiadczy maze o intensywnej przebudowie rusztowania z PAA,
co mae by korzystnym zjawiskiem z punktu widzenia fizjolognych widciwosci
wszczepu. Fizjologiczna funkcja implantéw skonstveaych in vitro wiaze sk z ich
odpowiedna przebudow in vivo [7].

Wzrost poziomu az-antytrypsyny byt niszy w grupach zwiest, Kktorym
przeszczepiano rusztowania PAA w porOéwnaniu z &gem. aj-antytrypsyna jest
inhibitorem wielu enzymow lizosomalnych, dlategoz tezasadnionym wydaje ¢sSi
przypuszczenie, zi to wianie rusztowanie z alginianu indukowato ¢kgzy wzrost
aktywnaici enzymatycznej osocza. Roce dotyczace aktywndci enzymatycznej mdzy
zwierztami, ktérym przeszczepionoage matryce nie byly istotnie statystyczne, istééno
statystycza uzyskano jedynie porowrag zwierzta eksperymentalne do grup
kontrolnych. Brak rénic istotnych statystycznie gdzy grupami PAA i alginianu
swiadczy o pewnym ich podohistwie, a przez to daje podstawy aby przypuszcea
PAA rowniez bedzie dobrym rusztowaniem do hodowli i przeszczepideomorek. W
przyszigci nalezatoby oceni odpowied immunologicza organizmow na zastosowane
wszczepy.

Bardzo wana obserwacja dotyczy a0ic poziomOw aj-antytrypsyny, jakie
wystepowatly medzy grupami zwiergt, ktore otrzymaly bezkomdrkowe wszczepy
alginianowe oraz wszczepy alginianu zawigeaj komorki. Poziomu,-antytrypsyny w
surowicy zwierat, ktérym wszczepiono rusztowanie z komorkami byksay w

poréwnaniu do wszczepdéw bezkomdrkowych. Z obseiwssj wynikac moze kilka



implikacji. Po pierwsze, wydajecsiiz przeszczepione komorki mamodulupcy wptyw
na przebudow rusztowania. Po drugie, przeszczepione komorkiultgg stopier
odpowiedzi enzymatycznej. Wreszcie wydajeg, Siiz przeszczepienie komorek
alogenicznych zawieszonych w @bre rusztowania, nie mazaak dwego wptywu na
zjawiska dotycgce odpornéci [8, 17, 19]. Przypuszczenia te wymagpdnak dalszych
bada.

Niewiele jest doniesie dotycacych PAA jako biomateriatlu, stosowanego w
inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej [3]ernl eksperyment miat na celu
porownanie wiéciwosci rusztowa z PAA i alginianu. Prezentowane w pracy wyniki
wskazuj, iz PAA jest obiecujcym biomateriatlem do wytwarzania rusztawta wzrostu i
przeszczepiania komorek. Polimer wymaga modyfikagelem polepszenia jego
wiasciwosci mechanicznych oraz zgkiszenia jego rozpuszczakwd w roztworach

fizjologicznych.

WNIOSKI

1. Odpowied enzymatyczna byta stabiej wy@a w przypadku przeszczepienia
rusztowania z komoérkami, w tych przypadkach dosztalo uformowania nowej tkanki w
miejscu przeszczepu. Komorki wphig na prawidtove degradag) biomatriatéwin vivo.

2. Rusztowanie PAA wzbudzito mniej nasidoodpowied w porownaniu z

alginianem. PAA jest biomateriatem, ktory powinigyt nadal modyfikowany.



LITERATURA

[1] Kim B. S., Baez C. E., Atala A.: Biomaterialsr ftiussue engieneering. World J. Urol.,
(2000),18, 2-9.

[2] Polaczek J., Pielichowski J., Dziki E.: Syntgedi(kwasu asparaginowego) jako
materiatu stosowanego wzimierii biomedycznej. liaynieria Biomateriatow, (2003),
23, 21.

[3] Cai K., Yao K., Hou X., Wang Y., Hou Y., Yang,4.i X., Xie H.: Improvement of the
functions of osteoblasts seeded on modifiegl(PoL-lactic acid) with poly(aspartic
acid). J. Biomed. Mater Res., (2002), 62, 283-2

[4] Polaczek J., Pielichowski J., Pielichowski Kylek E., Dziki E.: Nowa metoda syntezy
poli(kwasu asparaginowego) w warunkach pronoania mikrofalowego. Polimery,
(2005), 50, 11-12.

[5] Szczeklik E.: Enzymologia kliniczna. PZWL Wassea, 1974;

[6] Drewa T., Gadzka P., Prokurat A., Wolski Z., Sir J., Wysocka Bzajkowski R.:
Abdominal wall repair using a biodegradablefeté seeded with cells. J. Pediatr.
Surg., (2005), 40, 317-321.

[7] Drewa T., Sir J., Czajkowski R., Viloiak A.: Scaffold seeded with cells is essential in
urothelium regeneration and tissue remodelingvo after bladder augmentation using
in vitro engineered graft. Transplant Proc0O0@), 38, 133-135.

[8] Bottino R., Fernandez L. A, Ricordi C., LehmaRn Tsan M. F., Oliver R., Inverardi
L.: Transplantation of allogeneic islets of Langerharthe rat liver: effects of
macrophage depletion on graft survival and a@orvironment activation. Diabetes,
(1998), 47, 316-323.

[9] Caldamone A. A., Diamond D.: Long-term resufgshe endoscopic correction of
vesicoureteral reflux in children using autalag chondrocytes. J. Urol.,

(2001), 165, 2224-2247.

[10] Diamond D., Caldamone A. A.: Endoscopic cotiaatof vesicoureteral reflux in
children using autologous chondrocytes: prelamy results. J. Urol., (1999), 162,
1185-1188.

[11] Puelacher W.C., Mooney D., Langer R., UptgrWacanti J. P., Vacanti C.A.: Design
of nasoseptal cartilage replacements synteé$rom biodegradable polymers and



chondrocytes. Biomaterials, (1994),10, 774:778

[12] Risbud M., Ringe J., Bhonde R., Sittinger M.vitro expression of cartilage-specific
marcers by chondrocytes on a biocompatible dgelr implications for engineering
cartilage tissue. Cell Transplant, (2001), 2%5-763.

[13] Wittlin S., Rosel J., Hofmann F., Stover D: Rlechanisms and kinetics of
procathepsin Dactivation. Eur. J. Biochem999), 265, 384-393.

[14] Conus S., Perozzo R., Reinheckel T., PeterS€apozza L., Yousefi S., Simon H.U.:
Caspase-8 is activated by cathepsin D inigatiautrophil apoptosis during the
resolution of inflammation. J. Exp. Med. 2008bR25 [Epub ahead of print].

[15] Hausmann M., Obermeier F., Schreiter K., 8got Falk W., Schélmerich J.,

Herfarth H., Saftig P., Rogler G.: Cathepsirsip-regulated in inflammatory bowel
disease macrophages. Clin. Exp. Immunol., (R086,1.57-167.

[16] Vashishta A., Saraswat Ohri S., VetvickovaRlisek M., Ulrichova J., Vetvicka V.:
Procathepsin D secreted by HaCaT keratinoafts €A novel regulator of keratinocyte
growth. Eur. J. Cell Biol., (2007),.86,.303-313

[17] de Vos P., Smedema I., van Goor H., Moes Bh, Xanten J., Netters S., de Leij L. F.,
de Haan A. de Haan B. J.: Association betweacraphage activation and function of
micro-encapsulated rat islets. Diabetologi@0@®, 46, 666-673.

[18] Lavezzi A., Mantovani M., Della Berta L. @Jatturri L.: Cell kinetics of human
nasal septal chondrocytes in vitro:importararecartilage grafiting in otolaryngology. J.
Otolaryngol., (2002), 31, 366-370.

Adres autoréw

Zaktad Irzynierii Tkankowej

Katedra Biologii Medycznej

Collegium Medicum

Uniwersytet Mikotaja Kopernika

ul. Katowicza 24,85-090 Bydgoszcz

Tel: +48-52-585-3737; Fax: +48-52-585-3742

E-mail: tomaszdrewa@wp.pl

10



VIABILITY
(%)
100 4

80 -

60 -

40 -

20 -

0

| OCONTROL EIALGINATE HPAA |

Ryc. 1.Zywotnas¢ komoérek 3T3 na podim z alginianu i PAA w poréwnaniu do kontroli
(polipropylen) (p<0,05, rinica midzy kontroh i PAA)
Fig. 1. 3T3 cells viability on alginate and PAA Ho&ls in comparison to control

(polipropylene) (p<0.05, between control and PAA)
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Ryc. 2. Komorki 3T3 rosgte na rusztowaniu z alginianu 2 migs po przeszczepieniu.

Alginian zaznaczono strzatkbarwienie hematoksylin eozyra, pow. 600x)
Fig. 2. 3T3 cells on alginate scaffold 2 monthemfransplantation. Alginate indicated
with arrow (hematoxylin and eosin staining, mag»§0
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Ryc. 3. Komorki 3T3 rosite na rusztowaniu z PAA 2 migse po przeszczepieniu.

Struktury widkniste zaznaczono strzafbarwienie hematoksylini eozyry, pow. 600x)
Fig. 3. 3T3 cells on PAA scaffold 2 months aftansplantation. PAA fibrous structures
indicated with arrow (hematoxylin and eosin stagnimag. 600x)
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* - p=0,01 poréwnanie do grupy kontrolnej, ** - p83 poréwnanie do grupy kontrolnej
* - p=0.01 compared to control group, ** - p=0.0&wpared to control group

Ryc. 4. Aktywnad¢ katepsyny D u myszy C57BL po 2 migsach od wszczepienia

implantow

Fig. 4. Cathepsin D activity in C57BL mice 2 monditer receiving implants
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Ryc. 5. Poziomaos-antitrypsyny u myszy C57BL po 2 miesach od wszczepienia
implantow

Fig. 5.a;-antitrypsin level in C57BL mice 2 months aftereseng implants
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